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要約：生直後から 12日齢まで 80%酸素にて飼育した未熟児網膜症モデルラッ
トと以前, 報告された高酸素負荷による酸化ストレス誘発性脳障害モデルと比
較し, 未熟児網膜症モデルの酸化ストレス誘発性脳障害モデルとしての有効性
について検討した. 出生直後より12日齢まで80%高酸素負荷ラット(P12)および
その後大気中に移動し 24時間飼育したラット(P13)は,脳（海馬）を摘出した. 海
馬の凍結切片を作成し, DNA酸化損傷マーカーである
8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)を免疫染色し, 局在を確認した. また, 
ホモジェネートを作成し, 酸化ストレスマーカーである reactive oxygen 
species (ROS),  脂質過酸化物（malondialdehyde:MDA）, 酸化型グルタチオン
(GSSG)量を,  RT-PCR法により O2-を酸素と過酸化水素へ不均化する酸化還元酵
素 Cu/Zn superoxide dismutase (SOD) mRNA を測定し, 記憶や学習に関わる海
馬への酸化ストレスを確認した. さらに, ROSを積極的に産生する酵素 type 4 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase (Nox4) mRNA
を測定し, Nox4の役割について考察した. 8-OHdGはコントロール群に比べて, 
高酸素負荷終了直後(P12)増加していた. 特に, CA1, CA3, 歯状回(DG)では
8-OHdG陽性細胞数の増加は顕著だった. P12 海馬内 ROS, Cu/Zn SOD mRNA, GSSG, 
MDA量は高酸素負荷群でコントロール群に比べ有意に増加しており, P13でも同
様の結果を示した. P12での海馬内酸化ストレスの結果はこれまでの報告と一致
していた. 海馬 Nox4 mRNA はコントロールに比べ P13の酸素負荷群で 2.7倍と
なり, 相対的低酸素状態（脳虚血）から低酸素状態への適応（再灌流）による
神経変性を増悪する可能性が示唆された.ラット脳, 網膜などの神経組織が成
熟する生後 12日(P12)まで高酸素投与を継続する未熟児網膜症モデルは本研究
により初めて酸化ストレス誘発性脳障害モデルとしても応用可能であることが
示された. 
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過去 20年の間に未熟児の生存率は極めて増加したが, 長期成長過程で能力障
害を持つ乳幼児の数も増加している 1,2,3). 近年, 新生児集中治療室で用いられ
る酸素について多くの研究結果が報告されているが, 未熟児の吸入気酸素濃度
も未だ決まらないなど多くの問題が残されている 4). 生体内では活性酸素種
(ROS: OH・, H2O2, O2-など)を酵素反応やエネルギー産生などに利用すると同時
にこれら ROSに対する抗酸化防御機構を備えている. 新生児呼吸困難の治療の
ための酸素投与は ROS生成と抗酸化物のバランスをくずし酸化ストレスとなり, 
アポトーシスや細胞障害を引き起こす 5). 特に早産による脳内抗酸化防御機構
が未熟なままのげっ歯類やヒト脳は有害な環境刺激や侵襲の影響を受けやすく
6), 高酸素負荷により灰白質や白質に障害がおこり, 行動に制限や障害が現れ
ると考えられている 7,8,9).  たとえば Gerstner B.らは 3, 6日齢仔ラットを 80%
酸素 24時間負荷により 7), Schmitz Tらは 6日齢から 48時間 80%酸素負荷によ
り 8), 脳内ミエリン形成不全が起こることを報告している.高酸素負荷による酸
化ストレス誘発性脳障害モデルの確立のため負荷酸素濃度や暴露時間の調整が
行われている.  
また, 近年 ROSを積極的に生成する酵素系として知られている NADPHオキシ
ダーゼ(NADPH oxidase: Nox)について注目した. Noxによる ROSの生成により生
体内で活性酸素を有効に活用するための条件「時間」「空間」「量」の均衡が保
たれる. 臓器別に, いくつかのホモログがあり, Noxファミリーを形成している
10). Nox4はヒト腎皮質に高発現する Noxとして同定され, 腎臓において酸素セ
ンサーや細胞の増殖の制御に関わっている可能性が示唆されている 11). 虚血再
灌流後のマウスの脳の梗塞部位および急性脳卒中患者における脳梗塞部位では, 
Nox1や Nox2ではなく, Nox4発現が誘発された. Nox4による酸化ストレスが, 神
経細胞アポトーシスや血液脳関門漏出を介して神経損傷を引き起こすが, Nox4
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欠損マウスではそれらの障害改善が報告され 12) , 脳内酸化ストレスによる神経
細胞アポトーシスや神経障害に Nox4が関与していることが強く示唆された. 未
熟児網膜症(oxygen-induced retinopathy :OIR)モデルラットは, 生直後から 12
日齢まで 80%酸素にて飼育し, 13日-18日齢まで大気中で飼育することにより作
成できる.  
今回は, OIRモデルにおける生後より 12 日間の 80%高酸素負荷時(P12)ならび
に 80%から 20%に酸素濃度を低下した状態(P13)での脳内酸化ストレス変化に着
目し, OIRモデルの脳障害モデルとしての有効性について検討した. 
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研究方法 
１．高酸素負荷モデル作成 
高酸素負荷ラットは新生仔 Sprague-Dawley ラットを, 生直後から日齢 12 
(Postnatal day 12: P12)まで毎日 80%酸素下 20.5時間, 大気下 0.5 時間, 次い
で 3時間かけて 80%酸素負荷に戻す周期で飼育し, その後大気中で 24時間飼育
し(P13), 作製した 13). 酸素負荷には OxyCycler model A84XOV( Reming 
Bioinstruments compay, NY, USA ) を用いた. 生後 12日(P12), または 13日
(P13)で新生仔ラットに 6.5mg/10g body weight ペントバルビタールナトリウム
（ソムノペンチル, 共立製薬株式会社, 東京）を i.p.投与し, 屠殺した(Fig.1). 
直ちに氷上で脳を取り出しし, 海馬を摘出し実験に用いた. 本実験は昭和大
学動物実験規定に基づき計画し, 承認を得て実施した. 
 
２．8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)染色 
摘出した海馬を, 30％スクロースを含む phosphate buffered saline (PBS)
で 48時間固定した。その後、冷却した 2-メチルブタン上で, スクロース固定脳
を O.C.T. Compound (Tissue-Tek, Sakura Finetek USA, Inc., CA, USA)で包
埋し液体窒素で凍結し, -80℃で保存し実験に用いた. クライオスタットを用い
て 40μmのラット脳冠状切片を作製し, 4%のパラホルムアルデヒドで固定し, 
anti 8-OHdG ( Nikken SEIL Co. LTD., Tokyo, Japan )で標識後, 二次抗体に
は Alexa 568 conjugated goat anti-mouse ( Invitrogen., CA, USA )を使用し
た. 標本のイメージは共焦点レーザー顕微鏡システム（A1, Nikon Co. Tokyo, 
Japan）により撮影した. 
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３．酸化ストレスマーカー測定 
 
氷上で摘出したラット脳から海馬を採取し, 直ちに液体窒素を用いて凍結
した. ROS, malondialdehyde (MDA)量は Proteinase Inhibitor Cocktail (共
立製薬株式会社、東京)：PBS (2000:1) で 10%ホモジネートを作製し測定した. 
ROSの測定には general oxidative stress indicator 5-(and-6)-chloromethyl 
-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein  (CM-H2DCFDA, Molecular Probes 
Inc., CA, USA) を用いた 14). CM-H2DCFDA は細胞内に取り込まれた後エステラ
ーゼによって 2´, 7´‐ジクロロフルオレッシンに変化し, 細胞内 ROSにより
酸化されて蛍光性の 2´, 7´‐ジクロロフルオレッセインを生じる. 100μMの
CM-H2DCFDA 50μL を PBS 1 mL に溶解した.  海馬 10%ホモジネート 20μLに, 
100μMの CM-H2DCFDA溶液を 50μL添加し, 37℃で 15分間 インキュベート後, 
励起波長 488 nm, 測定波長 525 nmで蛍光強度を蛍光プレートリーダー 
( Berthold Technologies Gmb&Co., KG, Bad Wildbad, Germany ) で測定し
た.   
MDA量は MDA-586 Assay Kit (Bioxytech International, Inc., CA, USA）
を用いて測定した. 
GSSG (酸化型 Glutathione)量は GSSG/GSH Quantification Kit（Dojindo 
Molecular Technologies, Inc. Kumamoto, Japan ）を使用し測定した. 海馬
の凍結組織 100 mg を 5% 5-スルホサリチル酸 (SSA)（和光純薬工業株式会社, 
東京）水溶液 500μLでホモジネート後, 8,000×gで 10分間遠心し, 得られ
た上清を純水にてSSA濃度が0.5% になるよう希釈したものを測定試料とした.
タンパク量は Bio-Rad Protein Assay試薬（Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, 
USA）を用いて測定した.  
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４．Cu/Zn SODおよび Nox4 mRNA測定 
 
海馬ホモジネート( 1 mg / 10μL RNAlater RNA stabilization reagent, QIAGEN, 
Hilden Germany) から分離した全 RNAを, RNeasy Mini Kit ( QIAGEN, Hilden, 
Germany ) を用いて逆転写反応（37℃ 60 分間，93℃ 5分間加熱）を行い, 得
られた cDNAを PCR のテンプレートとした． 
 Cu/Zn SOD , NOX4 RT-PCR用のオリゴヌクレオチドプライマーはデザインして， 
Sigma Aldorich ( Tokyo, Japan ) より入手した．Cu/Zn SODに使用したプライ
マーは, 5’-GCGTCATTCACTTCGAGCAG -3’(forward), 
5’-ATAGGGAATGTTTATTGGGCAATC-3’(reverse)．βアクチン( 
5’-TTGTAACCAACTGGGACGATATGG -3’(forward), 
5’-GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG-3’(reverse)）の発現を内部標準として測定し
た．RT-PCRは, Omniscript RT キット（QIAGEN（株））を使用し, Cu/Zn SODの
増幅反応は， 94℃ 30秒間, 56℃ 30秒間, 72℃ 60秒間，サイクル数は 30サ
イクルで実施した. また, βアクチンは, 25サイクルで増幅した. PCR生成物
は、２％アガロースゲルにて泳動し ultraviolet transilluminaterにて各バン
ドを可視化した. バンドの輝度は Scion Image Version 4.02 software にて測
定し. Cu/Zn SODの輝度と β-actinの輝度 の比を算出し、コントロール群に対
する％で表示した. 
Nox4に用いたプライマーは， 5’-CTTACCTTCGCGGATCACAG-3’ (forward), 
5’-TTGCTTTTGTCCAACAATCTTC -3’(reverse) .  18s mRNAの発現を内部標準と
して測定した 15)．Light Cycler TaqMan Master mix ( Roche Diagnostics 
K.K.,Tokyo, Japan ) を使用し, LightCycler でリアルタイム PCR を行い測定し
た. PCR反応は, 95℃ 10分間, 95℃ 10秒間, 61℃ 20秒間, 72℃ 1分間,増幅
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サイクル数は 35サイクルで実施した. 蛍光値は LightCycler software( Roche 
Diagnostics K.K.,Tokyo, Japan ) で分析した.  
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結果 
DNA酸化損傷マーカーである 8-OHdGはコントロール群に比べて, 高酸素負荷
終了直後(P12)増加していた. 特に, CA1, CA3, 歯状回(DG)における 8-OHdG陽
性細胞数の増加は顕著だった. 高酸素負荷終了 24時間後(P13)でも P12と同様
の結果を示した(Fig.2).  
酸化ストレスマーカー測定結果を Table 1 に示した. 海馬内 ROS の値は, 高
酸素負荷群 で P12:87.06±6.95, P13:77.92±4.63  Fluorescence Intensity 
(FI)/mｇ protein とコントロール群 (P12:65.74±5.02, P13:63.58± 2.45 
FI/mｇ protein ) と比較して有意に高かった（n=8, *: P<0.05 vs control）. 
高酸素負荷群 P13の ROSは P12に比べ低い値であった. 
Cu/Zn SOD mRNA量は, P12, P13において高酸素負荷群では, それぞれ 154±
18%, 153±11%であり, 両日令においてコントロール群に比べ有意に高かった
（n=5, *:P<0.05 vs control). コントロール群の P12の Cu/Zn SOD mRNA /β
actin mRNAは, 1.52±0.18を示し, P13では 1.39±0.10を示した. 
GSSG量は高酸素負荷群で P12(0.41±0.10 pmol/μg protein), P13(0.42±
0.10 μmol/mg protein)共にコントロール群に比べ有意に増加した.（n=8, 
*:P<0.05 vs control）. 
高酸素負荷群の MDA 量は P12: 0.35±0.05 mmol/mg protein, P13: 0.34±0.02 
mmol/mg protein共にコントロール群に比べ増加しており, P13では有意に増加
した（n=5, *:P<0.05 vs control）. 
海馬内 Nox4 mRNA 量は, P12においてコントロール群, 高酸素負荷群に差はな
かったが、P13においてコントロール群を 100% (100±61 % ) としたとき, 高
酸素負荷群では 270±38 % となり, 有意に増加した（n=4, *:P<0.05 vs control, 
Fig. 3）. コントロール群の P12の Nox4 mRNA は, 0.21±0.06を示し, P13は
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0.24±0.04を示した. 
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考察 
 
今回使用した生直後から 12 日齢(P12)までの高酸素負荷モデルは, 生直後か
ら 5 日齢まで 80%酸素負荷を施行した Kurul S.ら 16,17)と同じく海馬において酸
化ストレスを惹起し, 記憶や学習に関与する海馬歯状回, CA1, CA3 領域の DNA
損傷が増加することが明らかとなった.  
ラット P1大脳半球より初代培養した oligodendrocyte を用いた実験では 80%
酸素にて 6時間培養後ミトコンドリアに superoxide(O2-), 可用性分画に ROSが
増加し, 細胞死は増加した. この細胞死はカタラーゼや SODを添加することに
より抑制された 7). 我々の用いたモデルでは生直後から 80%酸素という環境によ
り脳内 ROSは増加し, これに対応すべく細胞内 Cu/Zn SOD mRNAが増加したもの
と考えられる. しかし, 高酸素負荷により GSSG量はコントロールに比べ高かっ
たことから脳内酸化還元平衡は酸化側へ傾いていたと推測される. これは生後
６日(P6)ラットを 12 時間 80%酸素暴露することにより脳内抗酸化物質チオレド
キシンが減少したという Bendix I.らの報告 18)と一致している. 今回, 脂質過酸
化物として MDA量を測定した.正常な組織においても MDAは代謝物として存在す
るが, 高酸素負荷直後から酸化ストレスに対応し, 神経細胞に多く含まれる多
価不飽和脂肪酸（リン脂質）の過酸化反応やアポトーシスにより MDA量が増加
したと推測される.  Solberg Rらは新生仔豚を生直後に仮死状態から蘇生
(21,40,100%酸素負荷), 9時間後に 100%酸素 30分投与し, 前頭前部皮質の脂質
過酸化物(neuroprostanes, neurofurans)の変化を観察した 19).  超低体重出生
児白質脳症の患者脳脊髄液中脂質過酸化物(8-isoprostane)は白質脳症ではな
い超低体重児患者に比べ有意に高値であり 9), 血清 MDAの増加が空間学習や記
憶、宣言認知に関わるという報告もあり 20,21)興味深い. 100%酸素投与により過
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酸化脂質が増加することから蘇生後の障害と酸素療法の危険性を示唆した. 6日
齢のラットを 80%酸素に暴露すると, 暴露 12時間後には caspase-3, caspase-2
活性が数倍に増加したと報告しており 22), これに続き細胞死は増加する 23). 
我々は DNA酸化ストレスマーカー である 8-OHdG染色により海馬歯状回, CA1, 
CA3に陽性細胞が局在することを明らかにした. これは高酸素負荷によりラッ
ト海馬 CA1と歯状回領域における顆粒球細胞のアポトーシスや神経脱落が生じ
ること 16,17）, マウス海馬 CA1、CA3では細胞層の厚みが薄くなり, 歯状回の厚み
は大きくなるという形態変化が報告と一致した 24）.  
今回用いた高酸素負荷モデルは, P12で 80%酸素供給から突然大気中(20%酸
素)で飼育されるという状況は相対的低酸素状態となり, 網膜において「虚血」
に近い状況が生じると考えられる 25,26). 本実験において, 酸素負荷終了 24時間
後(P13)には海馬 Nox4 mRNA が急激に増加することが示された.  Nox4 はスーパ
ーオキサイド（O2
-）を生成する酵素であり, Nox4増加は酸化ストレスを誘導す
る. P13では、ラットは, 高酸素状態から大気へ移動する. これより, 脳内では
速やかに ROSや GSSG が減少すると考えていたが,  P13におけるこれらの値は
P12と同等であった. 高酸素状態から大気への移動は, 酸素濃度の急激な低下
が生じたことになり, これらの酸化ストレスマーカーが高値を示したと考えら
れる. 長期間の高酸素状態から大気（20%酸素）への移動は、酸素濃度の急激な
低下であり、相対的に低酸素状態となり「脳虚血」と同等の変化が生じたと考
えられる. その後は, 徐々に低酸素状態に適応し, 組織や細胞内では「再灌流」
と同様に酸素が供給され, 20%酸素に適応したと考えられる. また, 脳内酸塩基
平衡が酸性側に傾いたままである理由に相対的低酸素状態（脳虚血）から低酸
素状態への適応（再灌流）により ミトコンドリア障害が生じ, スーパーオキサ
イド（O2
-）を生成する酵素である Nox4が増加した可能性がある 20). 本実験結果
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では高酸素負荷群の Nox4の発現は P13でコントロール群の 2.7倍に増加した.  
NADPHオキシダーゼ抑制薬を急性脳卒中モデルラットに処置すると Nox4の減少
と細胞保護が示され, Nox4がヒト脳虚血において酸化ストレスの主な発生源と
なりえるとの報告からも, 虚血により増加した Nox4により生じた酸化ストレス
が, 血液脳関門損傷や神経細胞毒性を誘発している可能性がある 12). また, 
Nox4は大脳微小血管内皮細胞や血管内皮細胞 27)において酸化ストレスによる
TNF-α産生を抑制し, アテローム硬化性病変を抑制する可能性が示唆されてい
るが, 虚血―再灌流による CA1の神経変性を増悪することも報告されている
23) . 
ラットやマウスでは出生後脳内神経線維の有髄化が完了するには 10日程度を
必要としている 16). 生後３日(P3)または P6に 80%酸素 24時間暴露したマウス脳
では P11に神経線維の有髄化はほとんど進まない 8,28). 新生児脳もまた高酸素濃
度に対し脆弱であり 4), 呼吸困難の治療のための酸素は脳内で酸化ストレスを
招き 18), 神経細胞のアポトーシスを引き起こす 7,8,20,21). この障害は成長過程で
能力障害として現れる可能性があり, 障害を抑制するべく治療法や酸素投与法
が動物モデルを用いて探求されている 29,30).  
以上より, ラット脳, 眼球などの神経組織が成熟する生後 12日(P12)まで高
酸素投与を継続する今回の未熟児網膜症モデルラットにおいて, 初めて酸化ス
トレスによる神経細胞アポトーシスが確認されたことより, 脳障害モデルとし
ても応用可能であることが示された. 
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 Abstract --- We evaluated whether the retinopathy of prematurity treatment model 
which maintained neonatal rats in 80% oxygen till postnatal day 12 (P12) is an 
utilizable as brain damage model. The rats were loaded in hyperoxia-normoxia cycle 
until P12 and then transfer under normoxic conditions (room air) for 24 hours (P13). 
The rats at P12 and P13 were sacrificed and the hippocampus was removed. The tissue 
cryosections were prepared and oxidative stress in hippocampus was assessed by 
immunohistochemical staining for 8-hydroxy-2’-deoxyfuanosine (8-OHdG: a DNA 
marker for oxidative stress). Furthermore, reactive oxygen species (ROS), lipid 
hydroperoxide (malondialdehyde: MDA), oxidized glutathione (GSSG) were determined. 
We also assayed Cu/Zn superoxide dismutase (SOD) mRNA and type 4 nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate oxidase (Nox4) mRNA. The amount of 8-OHdG positive 
cells increased at CA1, CA3 and dentate gyrus in hyperoxic group. At P12 and P13 in 
hyperoxic group, ROS, Cu/Zn SOD mRNA, MDA, and GSSG levels significantly 
increased. At P13, Nox4 mRNA level increased 2.7 times higher than in control group. 
Nox4-mediated oxidative stress may lead to in neuronal injury. In this study, the 
oxidative stress makers increased in hyperoxic group at P12 which is necessary period 
for maturation of neuron and retina. These results corresponded with previous other 
reports of the oxidative stress-induced brain damage model. Therefore, this 
encephalopathy model was thought to be the available model for a study of health 
maintenance for the premature infant. 
 
 
Key words: hyperoxia, oxidative stress, hippocampus, brain damage model, Nox4 
 
  
Table 1. The levels of oxidative stress maker in hippocampus at P12 and P13. 
 
 ROS (fluorescein intensity/ 
mg protein) 
Cu/Zn SOD mRNA / β-actin 
mRNA(% of control) 
GSSG (μmol/ mg protein) MDA (mmol/mg protein) 
 P12 P13 P12 P13 P12 P13 P12 P13 
Control 
group 
65.74±5.02 63.58± 2.45 100±13 100±19 0.18±0.03 0.19±0.02 0.26±0.01 0.26±0.01 
Hyperoxic 
group 
87.06±6.95 77.92±4.63 154±18 153±11 0.41±0.10 0.42±0.10 0.35±0.05 0.34±0.02 
number 8 8 5 5 8 8 5 5 
*P value <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 N.D. <0.05 
* Significant statistical difference: *p<0.05 vs control group.  Each value represents the mean ± s.e.m. 
 
 Fig.1 
 
 
   
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
O
2
(%
) 
Postnatal Day 
Oxygen exposed Room air 
  
Sacrificed  
  
 
Fig. 2  
 
 
 
 
 
 
 
 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CA1 
DG 
CA1 
DG 
CA3 
CA3 
CA1 
CA1 
A 
D C 
B 
  
Fig. 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
0
50
100
150
200
250
300
350
P12 P13
N
o
x
4
 m
R
N
A
 (
%
 o
f 
c
o
n
tr
o
l)
 * 
Figure legends 
 
 
Fig.1. Animal model 
Hyperoxia groups were exposed to daily cycles of 80% oxygen (20.5 hr), room air (0.5 
hr), and progressive return to 80% oxygen (3 hr) from postnatal day 0 (P0) to P12, 
and then placed in ambient air until P13. 
 
Fig.2. 8-OHdG immunohistochemical staining in hippocampus 
Representative image for hippocampus at P12(A), P13 (B) in control group, and P12 (C), 
P13 (D) in hyperoxia group. 8-OHdG staining show increased oxidative stress (bright 
red spots) at CA1, CA3 and dentate gyrus (DG) in hyperoxia group (C,D). 
 
Fig.3. Effect of hyperoxia on Nox4 levels in hippocampus at P12 and P13. 
Data are expressed as percentage of control (Nox4 mRNA/β-actin mRNA), mean ± SE, 
n=5, *:P<0.05. Closed column shows control group and open column shows hyperoxia group. 
 
